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論文内容要旨
目的
 ヘパリンはグルクロン酸,グルコサミン,イズロン酸などがα一1,4結合した分子量1～2万
 の高度に硫酸化されたムコ多糖で,生物活性として血液凝固阻止作用,抗脂血症作用,抗ウイル
 ス作用などが知られている。インターフェロン(IFN)に関する実験において,ヘパリンは血中
 IFNを測定する際に血漿を得るためしばしば用いられているが,IFNに対する作用としては,
 invitroでIFNの産生を抑制すると報告されていて,その抗ウイルス活性には何ら作用しな
 いと言われている。しかし,著者らは血液凝固阻止作用を示す濃度のヘパリンが,マウスIFN
 の抗ウイルス活性を抑制することを見い出した。一方,IFNの活性を抑制する物質としてgaか
 gliosides,chorelatoxin,thyrotropinなどが報告されていて,これらに構造活性相関は認
 められないが,細胞外でIFN分子と相互作用して抑制するという共通性を有している。そこで
 ヘパリンによるIFNの抗ウイルス活性抑制の作用機作を検討した。
方法
 Lヘパリンはノ'ボ社製を用いた。マウス繊維芽細胞IFNは東レ製,IFNrはマウス脾臓細胞
 の培養系にconcanavalinAを加えて得た培養上清を用いた。またヒトIFNαはミドリ十字社製,
 IFNβは東レ製,IFN7はヒト末梢血リンパ球の培養系にcnocanvalinAを加えて得た培養上
 清をそれぞれ用いた。
 2.IFNの抗ウイルス活性は牛口内炎ウイルス(vsv)に対する増殖抑制作用で測定した。すな
 わち,Nunc製24Wellのプラスチックプレートに10%仔牛血清を含むイーグルMEM培地で培
 養した単層のマウスL-929細胞およびヒトWISH細胞にIFNを加えて24時間培養し,洗浄し
 た後にVSVを感染させた。1時間吸着させた後に新鮮な培地を加えて培養し,48時間後のVSV
 の収量をCPE法を用いて測定してlog10TCD50で表示した。
 3.アフィニティークロマトグラフィーはヘパリンーセファロースCL-6Bをキャピラリーに詰
 め,培地で希釈したIFN1,000単位を吸着させた後に,0.137MおよびL5MのNaCIを含む培
 地でそれぞれ溶出してIFN活性を測定した。
 4.マウスIFNの力価はL細胞対VSVの系で,プラーク半減法を用いて測定した。
 5.ヘルペスウイルス(HSV-1,Miyama株)のinvivo感染実験は,一群10匹のC3H/Heマ
 ウスを用いて2LD50のHSV-1を腹腔内に投与して感染させた。IFNおよびヘパリンはHSV-
 1感染の24時間前に腹腔内に投与した。
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結果
 1.ヘパリンによるマウス繊維芽細胞IFNの抗ウイルス活性の抑制は,ヘパリンがIFNと同時
 かあるいはIFNより前にL細胞に処理されたとき,すなわちIFNによってL細胞に抗ウイルス
 状態が形成される前に認められた。
 2,このヘパリンの抑制作用には濃度依存性が認められた。
 3.ヘパリンはマウスIFNrに対しても抑制的に作用したが,ヒトIFNに対してはいずれにも
 作用しなかった。
 4.マウスIFNはヘパリンアフィニティーカラムに吸着した。
 5.ヘパリンの特異的拮抗剤であるプロタミン硫酸とヘパリンを結合させた後にマウスIFNを
 加えてL細胞に処理すると,IFNの抗ウイルス活性が一部発現した。
 6.ヘパリン同族体であるデキストラン硫酸は分子量に比例してマウスIFNの抗ウイルス活性
 を抑制したが,コンドロイチン硫酸Aは抑制しなかった。
 7.HSV-1を感染させたマウスにおいて,マウスIFNl万単位投与群はphosphatebuffer-
 edsalineを投与した対照群に対して有意な延命効果を示したが,ヘパリンとIFNの混合物を
 投与した群では対照群と同様な生存曲線を示し,IFNの延命効果が抑制された。またヘパリン
 単独投与群は対照群に比べて死亡率を増加させた。
考察
 以上の結果よりinvitroにおいてヘパリンは細胞外でマウスIFN分子と特異的に結合し,細胞
 膜上のレセプターヘのIFNの結合を阻害して,抗ウイルス活性発現を抑制したと思われる。そし
 てこの抑制作用にはヘパリン分子の硫酸基が重要な役割を果たしていると思われる。また,in
 vivoにおいてもヘパリンはIFNの抗ウイルス活性を抑制したことから,invitroとinvivoに
 おけるマウスIFNの抗ウイルス活性発現の第一段階は同様な機構であると思われる。～判ンは
 単独で対照群に比べて生存日数を減少させたが,これは投与されたヘパリンがヘルペスウイルス
 感染によって誘起されたIFNと結合したためと思われる。このようなヘパリンとマウスIFNの
 相互作用は,マウスIFNのinvitroおよびinvivoにおけるウイルス活性発現の機構の解明に有
 用であると思われる。
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 審査結果の要旨
 著者はinvitroおよびinvivoの実験系を用いて,ヘパリンによるインターフェロン(IFN)
 の抗ウィルス活性抑制の機序の解明を試み,以下の結果を得た。
 1)組織培養系において,ヘパリンによる抗ウィルス活性の抑制は,IFNが細胞と結合する
 前にヘパリンを作用させた場合にみられるが,IFNが細胞と結合した後には無効である。
 2)ヘパリンによる抑制作用には濃度依存性がみられる。
 3)マウスIFNはヘパリンアフィニティーカラムに吸着する。
 4)ヘパリンの特異的拮抗剤であるプロタミン硫酸を反応系に加えることにより,ヘパリンに
 よる抑制が一部解除される。
 5)ヘパリンの同族体であるデキストラン硫酸は分子量に比例してマウスIFNの抗ウィルス活
 性を抑制するが,.コンドロイチン硫酸Aは抑制効果を示さない。
 6)IFNによるHSV-1感染マウスの延命効果はヘパリンをIFNと同時に投与することによ
 り阻止される。
 7)ヘパリンはマウスIFNの抗ウィルス活性を抑制するが,ヒトIFNの抗ウイルス活性は抑
 制しない。
 以上の知見はヘパリンによるマウスIFNの抗ウィルス活性の抑制が,ヘパリンとIFNが,細
 胞膜上のIFN受容体と競合的に結合することによりおきていることを強く示唆している。本研
 究は細胞膜上のIFN受容体の構造解析をすすめるうえで重要なものであり学位授与に値するも
 のと認める。
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